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整合UPLC-QTOF-MS/MS全扫描和模拟MRM方法综合评价茯苓

乙醇提取物与后续乙酸乙酯萃取物三萜酸类组分化学一致性
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摘要: 本研究采用超高效液相色谱串联四级杆飞行时间质谱法 (UPLC-QTOF-MS/MS) 对茯苓乙醇提取物与后

续乙酸乙酯萃取物中三萜酸类成分的化学一致性进行评价。通过全扫描高分辨质谱数据分析, 对茯苓的乙醇提取

物和后续乙酸乙酯萃取物中的化学组成进行定性比较, 结合文献及对照品数据对照, 共鉴定出 23个主要三萜酸类

成分。利用模拟三重四级杆质谱 (TQ-MS) 的多反应监控 (mMRM) 模式对上述 23个主要成分进行定量或相对定量

分析, 并计算三萜酸类组分在萃取过程中的转移率和富集率。结果表明, 乙酸乙酯萃取物与乙醇提取物化学组成基

本一致, 萃取过程中三萜酸类成分转移率高, 通过萃取可有效富集三萜酸类组分。本研究不但为科学评估后续乙酸

乙酯萃取茯苓三萜酸类组分的必要性提供依据, 而且为综合评价中药提取物在萃取前后的化学一致性提供了参考

方法。
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Abstract: An ultra-performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-

QTOF-MS/MS) method was developed to evaluate the chemical consistency of triterpene acids in ethanol extracts

of Poria and acetic ether extracts thereof. First, high resolution mass spectrometry data were obtained with Full

scan mode, by comparing with MS data from the reference compounds and literatures, a total of 23 components

were unequivocally or tentatively identified in ethanol extracts and acetic ether extracts thereof. Then, a mimic

multiple reaction monitoring (mMRM) mode was established using UPLC-QTOF-MS/MS to quantify the triter‐

pene acids in ethanol extracts and acetic ether extracts thereof. Eleven components were absolutely quantified with
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reference compounds, while 12 components without reference compounds were relatively quantified with peak

areas, the transfer and enrichment rate of triterpene acids during liquid-liquid extraction were calculated. It was

found all of the 23 triterpene acids identified in Poria ethanol extracts could be transferred into acetic ether extracts

with high transfer and enrichment rate. The present study provides not only scientific evidence for further extrac‐

tion of triterpene acids in Poria by acetic ether, but also an approach for comprehensive evaluation of the chemical

consistency of herbal medicine extracts before and after the liquid-liquid extraction.
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茯苓是多孔菌科真菌茯苓 [Poria cocos (Schw.)

Wolf] 的干燥菌核, 具有利水渗湿、健脾宁心的功效[1]。

文献报道茯苓中主要次生代谢产物三萜酸类化合物具

有免疫调节[2]、抗炎[3]、抗肿瘤[4]等多种生物活性。在

对茯苓三萜酸类化合物进行生物活性或者作用机制研

究时, 常先以乙醇为溶剂进行提取, 再用乙酸乙酯等有

机溶剂对乙醇提取物进行进一步萃取[5,6], 此有效部位

的提取和萃取过程对今后深入的开发工艺研究有决定

性影响。进一步的溶剂萃取既增加时间和材料成本,

也会导致更多的潜在环境污染。因此对茯苓乙醇提取

物和进一步的乙酸乙酯萃取物的化学一致性进行系统

评价, 可为科学评估乙酸乙酯等溶剂萃取的价值提供

参考, 然而这方面的研究还未见文献报道。

茯苓中的三萜酸类化合物以羊毛脂甾烷型四环三

萜结构为主, 其紫外吸收强度较弱, 传统的HPLC-UV

法只能对总三萜酸中含量相对较高的成分进行定量分

析且不能提供结构信息[7,8]。超高效液相色谱串联四

级杆飞行时间质谱法 (UPLC-QTOF-MS/MS) 由于其

高效分离能力和高分辨、高灵敏度特性, 已成为中药活

性成分快速分离鉴定的有力工具。同时各种定量方法

的开发, 也极大地扩展了UPLC-QTOF-MS/MS的应用

范围[9,10]。本研究拟采用 UPLC-QTOF-MS/MS 技术 ,

首先通过全扫描模式对醇提物和乙酸乙酯萃取物中主

要成分进行定性鉴定, 再通过二级质谱结合定向扫描

子离子的策略, 在Q-TOF上建立模拟三重四级杆质谱

(TQ-MS) 的多反应监测 (mMRM) 模式, 对乙醇提取物

和乙酸乙酯萃取物中检测到的三萜酸类成分进行绝对

定量或相对定量, 评价三萜酸类成分在萃取过程中的

转移率和富集率。为科学评估使用乙酸乙酯进一步萃

取的价值提供依据。

材料与方法

仪器 Waters Acquity UPLCTM系统 (美国 Waters

公司, 配有二元高压泵, 自动进样器, 柱温箱); Waters

Synapt G2-S QTOF 质谱仪 (美国 Waters公司 , 配备电

喷雾离子源以及 MassLynx v4.1 质谱工作站); Mettler

百万分之一电子天平 (瑞士Mettler公司)。

试剂 11个三萜酸类化合物对照品均购自成都

克洛玛生物科技有限公司 , 包括 16α-羟基松苓新酸

(16α-hydroxydehydrotrametenolic acid, HDTA)、16α-羟

基氢化松苓新酸 (16α-hydroxytrametenolic acid, HTA)、

茯苓新酸B (poricoic acid B, PAB)、去氢土莫酸 (dehy‐

drotumulosic acid, DTUA)、茯苓新酸 A (poricoic acid

A, PAA)、猪苓酸C (polyporenic acid C, PAC)、3-O-乙酰

基-16α-羟基松苓新酸 (3-O-acetyl-16α-hydroxydehy‐

drotrametenolic acid, AHDTA)、3-O-乙酰-16α-羟基-氢

化松苓新酸 (3-O-acetyl-16α-hydroxytrametenolic acid,

AHTA)、去氢茯苓酸 (dehydropachymic acid, DPA)、茯

苓酸 (pachymic acid, PA) 和松苓新酸 (dehydrotramet‐

enolic acid, DTA), 所有对照品纯度按HPLC面积归一

化法测定均≥95%; 内标甘草次酸 (glycyrrhetinic acid,

GA) 购自成都曼斯特生物科技有限公司, HPLC纯度≥
98%; 乙腈为质谱纯 (美国 Thermo Fisher Scientific 公

司); 甲醇为色谱纯 (德国 Merck公司); 甲酸为质谱纯

(美国Sigma-Aldrich公司); 水为屈臣氏蒸馏水; 其他试

剂均为分析纯。茯苓药材 (编号 JSPACM-33-20) 采自

贵州, 经邹叶廷鉴定, 并由李松林研究员核实为多孔菌

科真菌茯苓Poria cocos (Schw.) Wolf的干燥菌核。样

品标本存于南京中医药大学附属中西医结合医院中药

质量研究室。

色谱条件 采用 Waters Acquity HSS T3 色谱柱

(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm); 流动相为A: 乙腈 (含 0.1%

甲酸) 和B: 水 (含0.1%甲酸); 梯度洗脱, 0～2 min, 5%～

45% A, 2～5 min, 45%～65% A, 5～14 min, 65%～

90% A, 14～16 min, 90～95% A, 16～17 min, 95%～

5% A, 17～20 min, 5% A; 流速 0.3 mL · min-1; 柱温

35 ℃, 样品箱温度15 ℃; 进样量5 μL。

质谱条件 电喷雾离子源采用负离子扫描模式,

以氮气为雾化气和锥孔气 , 毛细管电压 2.5 kV, 锥孔

气流速 50 L · h-1, 离子源温度 100 ℃ , 去溶剂化温度

450 ℃, 去溶剂气流速 800 L·h-1, 扫描时间 0.2 s。在全

扫描模式下进行定性分析 , 使用 MSE Centroid 的数

据采集形式在分辨率模式下采集数据, 扫描范围m/z

100～1 200, 锥孔电压为 40 V, MSE碰撞能量低能量设
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置为 6 V、高能量设置为 30～60 V。定量时使用 MS/

MS的数据采集形式在灵敏度模式下采集数据, 使用Q

选择待定量化合物的母离子, 通过限定TOF的扫描时

间和扫描范围, 使其定向扫描母离子裂解产生的稳定

的子离子 (母离子不易裂解则仍然选定母离子), 以此

模拟MRM中使用特定的离子对进行定量的方法。所

设置的各通道优化后的 mMRM 参数见表 1。所得的

数据采用Waters公司软件MassLynx v4.1分析处理。

供试品溶液的制备 取茯苓块粉碎过筛 (80目),

精密称定茯苓粉末 3.0 g, 加入 75% 乙醇 150 mL超声

提取 30 min, 用 75% 乙醇补足减失重量 , 过滤。滤液

13 000 r·min-1离心 10 min。取上清液 2 mL, 水浴 60 ℃
蒸干后以甲醇 2 mL复溶, 用甲醇稀释 10倍, 并在稀释

过程中加入GA, 使其质量浓度为 0.1 μg ·mL-1, 过 0.22

μm滤膜, 取续滤液即得乙醇提取物供试品溶液。续取

离心后的上清液 100 mL, 水浴蒸干, 60 ℃干燥称重, 加

入水 15 mL混悬后, 用乙酸乙酯 30 mL萃取两次, 合并

两次萃取后的乙酸乙酯层, 水浴 60 ℃蒸干, 干燥称重。

再加入甲醇100 mL复溶, 取2 mL稀释10倍, 稀释过程

中加入 GA, 使其质量浓度为 0.1 μg · mL-1, 过 0.22 μm

滤膜, 取续滤液即得乙酸乙酯萃取物供试品溶液。

对照品溶液的制备 精密称取 11个对照品适量,

用甲醇配置为 1.0 mg·mL-1的对照品储备液。吸取相

同量的 11个对照品储备液混合, 配置为 0.09 mg·mL-1

的混合对照品溶液。混合对照品溶液用甲醇逐级稀

释, 并在稀释过程中加入GA, 使每个浓度的稀释液中

GA均为0.1 μg·mL-1。

线性和灵敏度 将制备好的一系列混合对照品溶

液在上述的液相条件和全扫描模式与mMRM模式下

进行分析, 并用内标对峰面积进行矫正, 用矫正后的峰

面积 (Y) 对分析物的浓度 (X) 作线性回归, 绘制标准曲

线。灵敏度以最低检测限 (LOD) 和最低定量限

(LOQ) 来评价, 其中以信噪比 3的浓度作为LOD, 以信

噪比10的浓度作为LOQ。

精密度 将同一份混合对照品溶液在上述液相条

件和质谱模式下分析, 日内精密度以 1天内连续进样 6

次进行评价 , 日间精密度的实验连续 3 天内进行 , 用

RSD表示日内精密度和日间精密度。

重复性 精密称取同批茯苓样品 6份, 按“供试品

溶液的制备”项下方法平行制备 6份供试液, 在上述色

谱质谱条件下进样分析, 记录各分析物色谱峰峰面积

并计算RSD。

稳定性 取同一份乙醇提取物供试品溶液, 分别

于 0、2、6、10、12和 24 h进样分析, 记录 11种分析物的

峰面积并计算RSD。

加样回收率 精密称取 9份茯苓粉末样品, 每份

Table 1 MS parameters for 21 channels in mMRM (mimic multiple reaction monitoring) mode (Cone voltage: 50 V)

Compound

15α-Hydroxydehydrotumulosic acid (1)

Poriacosone A/Poriacosone B (2)

3α,16α,26-Trihydroxylanosta-8,24-dien-21-oic acid (3)

16α,25-Dihydroxydehydroeburiconic acid (4)

16α-Hydroxydehydrotrametenolic acid (HDTA) (5)

16α-Hydroxytrametenolic acid (HTA) (6)

Poricoic acid B (PAB) (7)

Poricoic acid C (8)

Dehydrotumulosic acid (DTUA) (9)

Poricoic acid A (PAA) (10)

Tumulosic acid (11)

15α-Hydroxy-3-oxolanosta-8,24-dien-21-oic acid (12)

29-Hydroxydehydropachymic acid (13)

25-Hydroxypachymic acid (14)

Polyporenic acid C (PAC) (15)

16α-Hydroxyeburiconic acid (16)

3β-Hydroxy-16α-acetoxylanosta-7,9(11),24-trien-21-oic acid (17)

3-O-Acetyl-16α-hydroxydehydrotrametenolic acid (AHDTA) (18)

16α-Acetyloxy-24-methylene-3-oxolanosta-7,9(11)-dien-21-

oic acid (19)

3-O-Acetyl-16α-hydroxytrametenolic acid (AHTA) (20)

Dehydropachymic acid (DPA) (21)

Pachymic acid (PA) (22)

Dehydrotrametenolic acid (DTA) (23)

tR

/min

4.87

5.19

5.34

5.46

6.67

6.90

6.95

6.98

7.36

7.50

7.62

7.83

7.88

8.21

8.39

8.85

9.81

10.00

10.10

10.44

10.82

11.29

12.71

Channel

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

5

12

13

14

15

16

16

17

18

19

20

21

Precursor
ion (m/z)

499.34

485.32

487.34

497.33

469.33

471.35

483.31

481.33

483.35

497.33

485.36

469.33

541.35

543.37

481.33

483.35

511.34

511.34

523.34

513.36

525.36

527.37

453.34

Product
ion (m/z)

499.34

485.32

487.34

497.33

469.33

471.35

483.31

481.33

483.35

423.29

485.36

469.33

541.35

543.37

481.33

483.35

511.34

511.34

523.34

513.36

525.36

527.37

453.34

Time
segment/min

4.5-5.2

5.0-5.8

5.0-5.8

5.0-5.8

6.2-9.2

6.5-8.2

6.5-8.2

6.5-8.2

7.2-8.2

7.2-8.2

7.2-8.2

6.2-9.2

7.2-8.2

8.0-9.2

8.0-9.2

8.0-9.2

9.5-12.0

9.5-12.0

9.5-12.0

9.5-12.0

9.5-12.0

9.5-12.0

12.5-13.1

Mass scan
range (m/z)

499-500

485-486

487-488

497-498

469-470

471-472

483-484

481-482

483-484

423-424

485-486

469-470

541-542

543-544

481-482

483-484

511-512

511-512

523-524

513-514

525-526

527-528

453-454

Collision
energy/V

6

2

6

6

8

8

10

10

10

30

8

8

10

8

10

10

10

10

8

8

10

10

10
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各1.5 g, 分别精密加入相当于样品中化合物含量0.5、1

和 1.5倍的对照品, 按上述方法制备醇提物供试品溶

液, 进样分析, 计算回收率。

含量测定 按上述方法制备乙醇提取物和乙酸乙

酯萃取物供试品溶液, 进样分析, 根据标准曲线计算乙

醇提取物和乙酸乙酯萃取物中 11个成分的含量, 其余

分析物按照结构相近的对照品的标准曲线进行相对定

量分析。并根据公式 (1) 和 (2) 计算分析物的转移率

和富集率。其中乙醇提取物中分析物的含量=乙醇提

取物中分析物的质量/乙醇提取物的质量, 乙酸乙酯萃

取物的计算类推。

转移率 =
乙酸乙酯萃取物中分析物的质量

乙醇提取物中分析物的质量
× 100% (1)

富集率 =
乙酸乙酯萃取物中分析物的含量

乙醇提取物中分析物的含量
× 100% (2)

结果

1 乙醇提取物和乙酸乙酯萃取物中三萜类成分的

鉴定

混合对照品溶液, 乙醇提取物和乙酸乙酯萃取物

供试品溶液在上述液相条件和质谱全扫描下进行分

析, 所得的代表性总离子流图见图 1A和 1B。首先通

过与对照品的分子离子峰和保留时间比对, 指认了乙

醇提取物和乙酸乙酯萃取物中的 11个化合物 (表 2)。

其次 , 结合文献[4,11-18]数据 , 根据化合物的保留时间

(tR)、精确分子质量以及碎片信息, 推测并鉴定了另外

12个三萜酸类化合物 (表2)。

茯苓中的三萜酸类化合物按照其母核结构可分为

闭环型和3,4-开环型两大类。

以对照品 DPA (21) 为例解析闭环型化合物的

碎裂规律。在低能量质谱中发现准分子离子[M−H]−

m/z 525.358 9 和甲酸加和离子[M−H+HCOOH]− m/z

571.363 0; 在高能量质谱中发现 6 个碎片离子 m/z

507.343 4、481.365 0、479.348 4、465.337 0、463.318 4

和 353.208 4, 由于 DPA 的结构中存在 -OH、-COOH、

-OCOCH3、-CH3, 以及支链-C9H15O2基团 , 因此这 6个

碎片推测对应于[M−H−H2O]−、[M−H−CO2]
−、[M−H−

HCOOH]−、[M−H−CH3COOH]−、[M−H−HCOOH−CH4]
−

和[M−H−C9H16O2−CH4]
−。依此碎裂规律共鉴定了 20

个闭环型化合物 (化合物1～6、9和11～23)。

以对照品 PAB (7) 为例解析开环型化合物的碎裂

规律。在低能量质谱图中发现准分子离子[M−H]− m/z

483.311 1, 高能量质谱发现主要碎片 m/z 423.288 3、

409.274 0、391.263 7 和 325.183 0, 因 PAB 结构中有

Figure 1 Total ion chromatograms of reference compounds (A) and ethanol extracts (B) in negative full scan mode. Extraction ion

chromatograms of reference compounds (C) and ethanol extracts (D) in mMRM mode. The peak numbers were in accordance with Table 2

·· 133



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(1): 130 −137

-OH、-COOH、-CH3、-C8H13O2支链和开环处特征支链

-C2H4COOH, 故这些碎片推测对应于 [M−H−CO2−
CH4]

−、[M−H−C2H5COOH]−、[M−H−C2H5COOH−H2O]−

和 [M−H−CH4−C8H14O2]
−。依此碎裂规律共鉴定了 3

个开环型化合物 (化合物7、8和10)。所鉴定的23个化

合物结构见图2。

2 定量方法的优化

2.1 目标离子及离子对的选择 对 23个化合物在全

扫描模式下质谱裂解行为进行分析, 发现茯苓三萜酸

类化合物由于其母核四环三萜的刚性结构, 在高碰撞

能量下仍以准分子离子峰为基峰, 碎片丰度较低, 因此

离子对的母、子离子均选准分子离子峰。但对于开环

的茯苓三萜酸类化合物如 PAA, 在高碰撞能量下易产

生[M−H−C2H5COOH]−碎片 , 丰度仅次于准分子离子

峰, 因此被选定为离子对中的子离子。

2.2 色谱质谱条件的优化 比较了正负离子模式下

茯苓三萜酸类化合物的响应, 发现在负离子模式下, 有

更好的稳定性和更低的背景干扰, 于是选择在负离子

模式进行定量分析。优化了色谱分离条件, 使主要分

析物之间, 分析物和内标之间均达到基线分离, 符合定

量条件。在 mMRM 模式下 , 为了提高定量离子的响

应, 对每个通道的锥孔电压和碰撞能量分别进行了优

化,优化值见表 1。所得的代表性堆积提取离子色谱图

见图1C和1D。

3 mMRM模式和全扫描模式的比较

3.1 线性范围 采用两种模式分别做线性, 结果如表

3所示。除了化合物 20, 其他化合物在mMRM模式的

线性回归系数均比在全扫描模式的数值高。此外

mMRM模式线性范围更宽。以线性范围最低浓度为

例, 除化合物 5、10、15在两模式下数值相等, 其他化合

物在mMRM模式的线性范围最低浓度是全扫描模式

相应数值的 25%～67%。对线性范围最高浓度进行分

析, 除化合物 5～7、10、15、18和 22在两模式下数值相

等, 其他化合物在mMRM模式的线性范围最高浓度是

全扫描模式相应数值的1.5～2倍。

3.2 灵敏度 对LOD与LOQ进行分析 (表 3), 除化合

物 5、10、21 和 23 在两模式下数值相等 , 其他化合物

在 mMRM 模式的 LOD 是全扫描模式相应数值的

33%～60%; 除化合物 22在两模式下数值相等, 其他化

合物在 mMRM 模式的 LOQ 是全扫描模式相应数值

的22%～50%。

4 方法学考察

采用mMRM模式对茯苓乙醇提取物和乙酸乙酯

萃取物进行定量分析。线性回归系数 r2为 0.991 2～

0.999 9, 表明线性良好; 日内精密度 2.39%～6.46%, 日

间精密度 1.83%～8.26%, 表明仪器精密度良好; 稳定

性 RSD 2.49%～5.28%, 表明样品在 24 h 内稳定性良

好; 重复性RSD 3.35%～7.94%, 表明方法的重复性良

Table 2 Identified triterpene acids in ethanol extracts and acetic ether extracts. #Components identified by comparing with reference

compounds

Compd.

1

2

3

4

5#

6#

7#

8

9#

10#

11

12

13

14

15#

16

17

18#

19

20#

21#

22#

23#

tR/min

4.87

5.19

5.34

5.46

6.67

6.90

6.95

6.98

7.36

7.50

7.62

7.83

7.88

8.21

8.39

8.85

9.81

10.00

10.10

10.44

10.82

11.29

12.71

[M−H]− (m/z)

499.341 3

485.326 3

487.342 9

497.327 0

469.331 6

471.348 1

483.311 1

481.331 4

483.347 2

497.325 9

485.362 7

469.330 8

541.353 0

543.368 8

481.332 7

483.346 9

511.342 5

511.342 2

523.342 0

513.358 3

525.358 9

527.374 6

453.336 4

Fragment ion (m/z)

481, 463, 453, 437, 435, 421, 419

449, 441, 425, 423, 327

441, 391, 295

479, 435, 419, 403, 309

451, 425, 423, 409, 407, 405, 393, 391, 375, 311

453, 435, 427, 425, 411, 409, 407, 395, 377

423, 409, 391, 325

421, 407, 363

439, 437, 421, 419, 407, 405, 403, 389, 311, 293

437, 423, 423, 405, 379, 363, 325

467, 449, 441, 439, 425, 423, 407, 405, 391, 329, 313

451, 423, 407, 405, 393, 389, 375, 311, 293

495, 479, 419

525, 497, 483, 481, 465, 463, 437, 371, 355, 353

437, 435, 421, 419, 405, 403, 387, 309, 307, 291

439, 437, 423, 421, 407, 389, 293

493, 467, 465, 451, 449, 431

467, 465, 451, 417

463, 447

495, 469, 467, 453, 451, 437, 435, 419, 407, 391

507, 481, 479, 465, 463, 447, 445, 419, 403, 353, 335

509, 483, 481, 467, 465, 451, 449, 433, 421, 405, 355, 339

435, 391

Formula

C31H48O5

C30H46O5

C30H48O5

C31H46O5

C30H46O4

C30H48O4

C30H44O5

C31H46O4

C31H48O4

C31H46O5

C31H50O4

C30H46O4

C33H50O6

C33H52O6

C31H46O4

C31H48O4

C32H48O5

C32H48O5

C33H48O5

C32H50O5

C33H50O5

C33H52O5

C30H46O3

Ref.

[4]

[11]

–

[12]

–

–

–

[13]

–

–

[14]

[15]

[16]

[11]

–

[12]

[17]

–

[18]

–

–

–

–
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好; 加样回收率86.00%～110.53%, RSD 0.70%～10.99%,

表明方法的准确度良好。

5 含量测定

在mMRM模式下对乙醇提取物和乙酸乙酯萃取

物中的 11个有对照品的化合物进行了绝对定量, 对其

他 12个暂无对照品的化合物进行了相对定量, 并计算

了萃取过程转移率和富集率, 结果见表 4。23个化合

物在提取物和萃取物中均能检测到, 表明乙酸乙酯萃

取没有影响所测三萜类组分的化学组成; 除化合物 1、

4、8和 19外, 其余化合物的转移率均在在 86%～99%

之间, 表明乙醇提取物和乙酸乙酯萃取物总体具有较

好的化学一致性。值得注意的是化合物 1和 4的转移

率较低, 可能是其发生降解转化成了其他含量低于检

测限的成分导致; 而化合物 8和 19的转移率均超过了

100%, 对于化合物 8, 可能是由相应的闭环三萜酸类发

生开环转化导致, 而其前体化合物可能由于这种转化

而低于检测限; 对于化合物 19, 可能由化合物 15发生

酯化反应导致[19]。除了上述转移率异常的化合物外,

其余化合物的富集率均达到 3～6倍, 表明萃取除去了

大量杂质, 提高了三萜类组分的相对含量。

讨论

TQ-MS 的 MRM 模式通过母离子和子离子的共

同特征, 实现了对目标化合物的高选择性定量分析, 被

广泛用于定量分析中。而QTOF-MS的高分辨特性使

其在定性分析中占据绝对优势。为了达到同时定性和

Figure 2 Chemical structures of the identified triterpene acids

Table 3 Calibration curve of mMRM mode, and comparison of sensitivity, linearity and range between mMRM and Full scan mode (n = 3)

Compd.

5

6

7

9

10

15

18

20

21

22

23

Regression equation of
mMRM mode

Y = 446 836 X + 5 040

Y = 393 961 X + 4 819

Y = 331 901 X + 4 839

Y = 752 724 X + 3 878

Y = 84 957 X + 920

Y = 708 035 X + 6 262

Y = 474 615 X + 788

Y = 240 192 X - 13 569

Y = 680 534 X + 18 963

Y = 505 923 X + 1 421

Y = 519 833 X + 4 653

Linear range/μg·mL-1

mMRM

0.002-1.229

0.001-1.011

0.003-1.323

0.001-0.724

0.002-1.146

0.002-1.063

0.002-1.042

0.002-4.833

0.002-1.583

0.002-1.583

0.002-1.042

Full scan

0.002-1.229

0.002-1.011

0.005-1.323

0.004-0.484

0.002-1.146

0.002-1.063

0.004-1.042

0.005-2.417

0.003-0.792

0.004-1.583

0.004-0.510

r2

mMRM

0.997 0

0.995 6

0.997 0

0.995 0

0.999 7

0.998 0

0.999 9

0.994 8

0.991 2

0.999 8

0.998 8

Full scan

0.991 3

0.993 0

0.996 3

0.991 6

0.993 4

0.991 4

0.998 6

0.999 6

0.990 6

0.997 0

0.994 8

LOQ/ng·mL-1

mMRM

0.6

0.5

0.6

0.2

0.6

0.3

0.5

1.2

0.4

2.2

1.0

Full scan

1.2

1.0

2.6

0.9

1.1

1.0

2.0

2.4

0.8

2.2

2.0

LOD/ng·mL-1

mMRM

0.3

0.3

0.2

0.1

0.3

0.1

0.3

0.3

0.2

0.3

0.5

Full scan

0.3

0.5

0.6

0.2

0.3

0.3

0.5

0.6

0.2

0.5

0.5
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定量分析的目的, 也有文献[20]报道利用 QTOF-MS在

Full scan模式下通过提取离子的方法进行定量分析,

但是全扫描模式专属性差, 线性范围窄, 这极大地限制

了QTOF在定量分析中的应用。本实验建立的mMRM

模式, 通过限定扫描时间和扫描的质量范围, 并优化了

质谱条件, 采用离子对进行定量分析。与全扫描模式

相比 , mMRM 模式具有更好的灵敏度和更宽的线性

范围。

本实验在同一台LC-QTOF-MS/MS仪器上对茯苓

醇提物和后续乙酸乙酯萃取物进行同时定性定量分

析, 发现三帖酸类组分在萃取过程中基本得到了转移,

乙醇提取物和后续乙酸乙酯萃取物具有较高的化学一

致性; 不仅如此, 乙醇提取物在经过乙酸乙酯萃取后三

帖酸类组分的相对含量提高了 3～6倍, 后续萃取达到

了富集有效成分的目的。本研究结果不但为科学评估

后续乙酸乙酯萃取的必要性提供了证据, 而且为综合

评价中药提取物在萃取前后的化学一致性提供了参考

方法。
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